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(57) Abstract 

The present invention relates to a fibrin tissue adhesive 
formulation containing thrombin, fibrinogen and factor XIII, 
wherein the thrombin and fibrinogen with factor XIII are present 
as a mixture in the form of a flowable solid granulate and the 
granulate has a particle size of 20-1000 pm. The granulate can 
consist of multiple layers with a sugar core and a fibrinogen layer 
and an outer layer made of thrombin. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Fib- 
rin-Gewebekleber-Formulierung, enthaltend Thrombin, 
Fibrinogen und Faktor XIII, wobei das Thrombin und 
Fibrinogen mit Faktor XIII als Gemisch in rieselfdhiger fester 
Granulatform vorliegt und das Granulat eine PartikelgroBe 
von 20-1000 $(m)m aufweist. Das Granulat kann auch 
mehrschichtig sein mit einem Kern aus Zuckern, einer 
Fibrinogenschicht und einer aufieren Schicht aus Thrombin. 
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Fibrin-Gewebekleber-Formulierung und Verfahren zu 

dessea Herstellung 

Die Erfindung betrifft eine geeignete Formulierung 
einer stabilen, pulverf ormigen, moglichst staubfreien 
und dadurch gut rieself ahigen, festen Darreichungs- 
form eines Fibrin-Gewebeklebers zum Einsatz bei der 
Blutstillung, Wundversorgung (-heilung) , Gewebekle- 
bung und Nahtsicherung bei aufieren und inneren chir- 
urgischen Operationen am Menschen, wobeisich die 
Formulierung mittels eines Wirbelschlcht- oder Spruh- 
trocknungsverf ahrens oder durch eine geeignete' Kom- 
bination beider Trocknungs verfahren darstellen laSt. 

■ 

Die Blutgerinnung lauft im gesunden Korper bei Tieren 
(Saugetiere) und beim Menschen naturlich in Form ei- 
ner Co-Enzym/Enzym gesteuerten Kaskadenreaktion ab. 
Der Hauptvorgang besteht darin, daS das (in Wasser, 
physiologischer Kochsalzlosung und auch im Blut) 16s-. 
liche Fibrinogen in das unlosliche Fibrin ubergefiihrt 



WO 00/24436 PCT/EP99/081 28 



wird. Hierfiir ist das proteolytische Enzym Thrombin 
notwendig, das durch den Prothrombinaktivator , einem 
Gemisch aus dem Stuart -Prower- Faktor -(Faktor X) und 
■ dem Proaccelerin (Faktor V) bei AnwesienheitT von Cal- 
5 cium-Ionen aus dem inaktiven Prothrombin (Faktor. II) 

gebildet wird. Das Thrombin sp&ltet^Tas in^der Regel 
als Monomer (zu 75 %) mit einer Molmasse von 340.000 
• 4 " Dal ton, als Di-Mer (zu 15 %) und als ^Polymer (zu 
l - 10 %) vorliegende Fibrinogen in Fibrih und bildet da- 
10 durch lange Molekulketten. Diese werdien durch den 

f ibrinstabilisierenden Faktor XIII (und bei Anwesen- 
' z ' heit von Calcium- Ionen) zu einem 'stabilen/^juerver- 

rietzten Fibrinpolymer verknupft'; Fur 'dies£ biochemi- 
r sche Reaktion ist das reibungslbse Ziisammerfispiel ei- 
15t ner Reihe von Faktoren (Gerinnungsf aktoreri) ? notwen- 
rr: dig. Im gesunden Organismus liegen die benotigten 
Gerinnungsf aktoren in ausreichender,,Menge in einem 
' labilen Gleichgewicht vor. •- * v :V 

2 0- Storungen dieses Gleichgewichts konnen lebensgef ahr- 
lich sein. Storungen des Gleichgewichts kortoen neben 
dem erblichen Mangel von bereits einem Gerinnungsf ak- 
tor (z.B. Hamophilie) , bei starken Gewebeblutungen, 
bei groSflachigen/ diffusen Blutungen (Weichgewebe- 

25 ' ' blutungen), die nicht durch einen mechanischen Ver- 
- :> sehluS groSerer arterieller oder venoser Ge^faSe ge- 
hemmt werden konnen, oder durch antikoagulativ wir- 
kende, therapeutisch verabreichte Medikamente zur 
Thrombembolieprophylaxe verursacht werden. S)iese Sto- 

30 rungen konnen durch sog. Fibrin-Gewebekleber, einem 

Gemisch aus Fibrinogen, Faktor XIII, Thrombin und Hu- 
man-Albumin sowie Calciumchlorid, ausgeglichen wer- 
den, wddurch es zu einer .lokaleri Blutstilluhg kommt. 
Fibrin-Gewebekleber kommen deshalb bei vielen ver- 

35- schiedenen Einsatzgebieten zur Anwendung. <• 
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Bei tumorchirurgischen Eingriffen insbesondere in der 
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie sowie im gesamten HNO- 
Bereich (z.B. Zungenkarzinom-Resektion) kommt es hau- 
5 fig zu schwer beherrschbaren diffusen Blutungen. Die 
ublicherweise haufig eingesetzte elektrochirurgische 
Blutstillung durch Elektrokoagulacion hintex.-l£J5L nach 
der Koagulatioi? ausgedehnte thermische Gewebenekro- 
sen, die insbesondere in diesen Bereichen auSerst 
10 unerwunscht sind. 

In der plastisch-asthetischen Gesichts- und Halschir- 
urgie ("face-lifting 1 ') ist die Blutstillung durch 
Fibrinkleber unverzichtbar, da die Elektrokoagulation 
wegen der anatomischen Nachbarschaf t der Behandlungs- 
stelle zum Verlauf des Gesichtsnerves eine Gefahrdung 
des Gesichtsnerves darstellt und diesen schadigen 

kann . 



15 



20 



30 



Des weiteren ist in der Notf allbehandlung bei zahn- 
arztlich-chirurgischen Eingriffen eine Behandlung mit 
einem Fibrin-G^webekleber bei nicht sistierenden Blu- 
tungen angezeigt. Dies gilt auch bei Patienten, die 
wegen eines bestimmten Grundleidens antikoagulativ 
25 medikamentos behandelt werden (z.B. Therapie zur Em- 
b'olieprophylaxe durch Heparine) und trotz des damit 
verbundenen Risikos der gehemmten Blutgerinnung (ver- 
langerte Blutgerinnung, Thrombozytenfunktionshemmung) 
operiert werden mussen. In diesem Fall sind deshalb 
durch die lokale Anwendung eines Fibrin-Gewebeklebers 
MaSnahmen zu ergreifen, die eine Blutstillung gewahr- 
leisten und postoperative Blutungen vermeiden. Dies- 
kann z.B. auch bei Operationen an inneren Organen 
(z ? b, Leber, Milz) erforderlich werden. Der Gewebe- 
kleber kann dabei iiber einen Doppelkatheter von auSen 
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endoskopisch zugefuhrt werden 



Weiterhin ist der Einsatz eines Fibrin-Gewebeklebers 
bei der Notf allversorguiig grogf lachiger Wunden durch 
5 Verbrennungen dritten Grades sowie bei groSf lachigen- . 

Schurf wunden angezeigt . 

Bei der DarreichungV, und' Anwendung eines Fibrin-Gewe- 
beklebers ist darauf zu achten, daS Fibrinogen und 

10 Thrombin erst direkt am Ort der Blutung (d.h. "in der 

Wunde 11 ) zusammengebracht werden, da die einsetzende 
Gerinnung spontan bei Anwesenheit der Wundf liissigkeit 
einsetzt. Benachbarte Stellen sind dabei gut abzu- 
decken. Voraussetzung fur die Gerinnung ist die freie 

15 Beweglichkeit der einzelnen beteiligten Molekiile z.B. 

in Wasser. Praktisch realisiert wird dies dadurch, 
daJS z.B. die vier verschiedenen Komponenten (Fibrino- 
gen-Faktor XIII-Konzentrat , Losung fur Fibrinogen, 
Thrombin-Konzentrat, Calcium-Chlorid-Losung fur 

2 0 Thrombin) vor der Anwendung getrennt aufbewahrt wer- 

den und erst direkt an der Wunde in gegenseitigen 
Kontakt gebracht werden. Die Komponenten mussen je- 
weils steril verpackt werden und in einer geeigneten 
Form und unter definierten Bedingungen aufbewahrt 

25 werden, so daG die Aktiyitat der einzelnen Proteine 

bzw. Enzyme durch die Lcigerung- nicht geschadigt wird. 
In der Kegel wird dies so gelost, dafi die Proteinkon- 
zentrate in gef riergetrockneter Form in kleinen Be- 
haltnissen vorliegen. In dieser Form sind sie bei 

30 Kuhlschrankbedingungen (4 bis 8 °C) fur eine bestimm- 

te Zeit und fur eine kurzere Zeit auch bei Raumbedin- 
gungen (20 oq) lagerstabil. Gef riergetrocknet liegt 
das Konzentrat jedbch in fester, komprimierter und 

dadurch unbeweglicher Form, jedoch als loslicher 

*■» * • 

35 Feststoff vor. Deshalb .mussen die Proteinkonzentrate 



vor der Anwendung wieder vollstandig in Losung ge- 
bracht werden, urn die gewianschte biochemische Reak- 
tion starten zu konnen (Fig. 1) . Dies darf jedoch 
erst direkt an der Wunde erf olgen, so daS die Losun- 
5 gen jeweils vorher getrennt voneinander vorbereitet 

werden miissen. Vor der Anwendung des Fibrin-Gewebe- 
~ klebers sollte dann die Wunde moglichst crocken sein, 

was bei groSf lachigen, diffusen Blutungen teilweise 
nur schwer erreichbar ist, urn eine gute Fixierung des 
10 Gewebeklebers an Ort und Stelle zu ermoglichen. Die 
beiden Losungen konnen jeweils uber Injektionssprit- 
zen z.B. im gleichen Volumenverhaltnis zugegeben wer- 
den. Dabei ist die Fibrinogen-Losung zuerst auf die 
Wunde aufzubringen und moglichst sofort mit der 
15 Thrombin- Losung zu uberschichten. Die zu klebenden 

,Teile sind dann so lange zu fixieren, bis eine vor- 
laufige Verfestigung eingetreten ist. Alternativ dazu 
gibt es mechanische Hilfen, z.B. in Form einer Dop- 
pelkammer-Injektionsspritze,.uber die beide Losungen 
20 gleichzeitig auf die Wunde aufgetragen werden konnen. 
Weitere technische Hilfsmittel sind z.B. Spray-Tip- 
Systeme bei grofif lachigen Wunden, Doppelballonkathe- 
ter in der Urologie oder Doppelkatheter zur endosko- 
pischen Anwendung. Die Konzentration der Proteine in 
25 beiden Losungen mufi so eingestellt werden, dafi Fibri- 
nogen im deutlichen UberschuS gegenuber Thrombin vor- 
liegt. Geeignete Verhaltnisse sind gemaS dem Stand 
der Technik (z.B. 100:1) bekannt. 

30 Dies macht deutlich, daS die Anwendung einerseits 

einer qualif izierten und konzentrierten Vorbereitung 
bedarf , die in Notf allsituationen teilweise nicht. 
immer sichergestellt werden kann. Andererseits ist 
die Anwendung durch die umstandliche und manuelle 

35 . Handhabung des 2 -Sprit zen- Systems ebenfalls einge- 
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schrankt . 

Aus der WO 97/44015 ist eine spruhgetrocknete 
Gewebekleber-Pormulierung bekannt. Diese Mikro- 

5 partikel weisen jedoch eine spharische Oberflache auf . 
und besitzen eine KorngroSe von max. 20 pm. Dadurch 
ist dieses Produkt nicht rieselfahig und schlecht zu 
dosieren. Es hat sich gezeigt, dafi dieses, Produkt 
nicht nur bei seiner Anwendung staubt sondern auch 

0 eine schlechte Loslichkeit aufweist. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, 
eine Fibrin-Gewebekleber-Formulierung anzugeben, die 
in der Handhabung, Dosierung und Anwendung einfach 
ist und uber langere Zeit problemlos aufbewahrt 
werden kann, so daS die Einsatzmoglichkeiten einer 
derartigen Fibrin-Gewebekleber-Formulierung gegeniiber 
dem Stand der Technik deutlich erweitert werden. 

Aufgabe der Erfindung ist es gleichfalls ein entspre- 
chendes Verfahren zur Herstellung einer derartigen 
Fibrin-Gewebekleber-Formulierung anzugeben. 

Die Aufgabe wird in bezug auf die Formulierung durch 
die kennzeichnenden Merkmale des Anspruches 1 und in 
bezug auf das Verfahren durch die kennzeichnenden 
Merkmale des Patentanspruches 15 gelost . 

Die Unteranspruche zeigen vorteilhafte Weiterbildun- 
gen auf . 

Erf indungsgemaS wird somit vorgeschlagen, dafi die 
Fibrin-Gewebekleber-Formulierung in fester rieselfa- 
higer Form als Gemisch der verschiedenen Proteinkon- 
zentrate vorliegt, wobei die GranulatgroSe im Bereich 
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zwischen 20 und 1000 pm liegt und somit problemlos in 
der Handhabung und in der Anwendung ist . Erfindungs- 
wesentlich ist dabei, da£ die in der- Formulierung 
enthaltenen Granulate durch Trocknung der Protein- 
losung in einer Wirbelschicht hergestellt werden, da . 
es sich uberraschenderweise gezeigt hat, daS mit 

uarfahren eine so schonende Trocknung der Pro- 



teinlosungen bzw. Suspensionen moglich ist, daS sich 
ihre funktionalen Eigenschaf ten nicht andern. Ein 
10 weiterer Vorteil ist darin zu sehen, daS das Granulat 
in rieselfahiger Form vorliegt, so daS eine exakte 
Dosierung moglich ist. 

Die Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach der Erfin- 
15 dung weist damit weitreichende Vorteile gegeniiber dem 

Stand der Technik auf . Die Erfindung zeichnet sich 
insbesondere dadurch aus, dafi 

das Gemisch (= der Fibrin-Gewebekleber) nicht 
20 reagiert (d.h. die Gerinnung auslost) , solange 

es in dieser festen Form vorliegt; 
das Gemisch (= der Fibrin-Gewebekleber) in fe- 
ster und jedoch gleichzeitig pulver- bzw. granu- 
lat formigen, dadurch rieself ahigen und staub- 
freien Form vorliegt, wodurch das Gemisch direkt 
auf die zu versorgende Wunde aufgetragen werden 
kann, ohne dafi von der Anwendung die Protein- 
Komponenten (Fibrinogen-Faktor XIII-Konzentrat 
und Thrombin-Konzentrat) in Losung gebracht wer- 

30 den mussen; 

das Gemisch (= der Fibrin-Gewebekleber) sich in 
der Wundflussigkeit gut, vollstandig und schnell 

lost ; 

das Gemisch (= der Fibrin-Gewebekleber) , nachdem 
35 bzw. wahrend es sich in der Wundflussigkeit ge- 
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lost hat bzw. lost, die biochemische Reaktion 
der Blutgerinnung auslost und eine sich fixie- 
rende feste Schicht bildet und damit eine ge- 
eignete Wundversorgung darstellt; 
5 ' - durch die Moglichkeit, die Part ikelgroiSe ver- 

gleichsweise einfach variieren zu konnen, neue 
Anwendungsmoglichkeiten resultieren. Beispiels- 
weise in der Form, daS es moglich wird, durch 
Variation der Partikelgrofie bei der Dosierung 
den Wundkontakt entweder stark lokalisieren zu 
konnen (bei homogen verteilten, grofieren Parti - 
keln) oder auch grofiflachig in einer dunnen Pul- 
verschicht (z.B. durch Spray- Syst erne bei feinem 
Granulat) zu ermoglichen; 

sich im Gemisch als Granulatmischung unter- 
schiedliche Mischungsverhaltnisse beider Kompo- 
nenten leicht einstellen lassen und so die Ei- 
genschaften des Fibrin-Gewebeklebers (Loslich- 
keit, Einsetzen der Gerinnung) gezielt einge- 
stellt werden konnen; 

durch die Tats ache, daS sich Pulver sehr homogen 
vermischen lafit, der "content uniformity" gut 
sicherstellen lafit, auch wenn ein breites Par- 
tikelgrofienspektrum vorliegt (d.h. das unabhan- 
gig von Partikeleigenschaf ten wie Korngrofie 
Dichte, und andere immer das gewunschte 
Mischungsverhaltnis besteht) . 

Die erf indungsgemaSe Fibrin-Gewebekleber-Formulierung 
enthalt bevorzugt noch ein Calciumsalz z.B. CaCl 2 und 
kann dabei so aufgebaut sein, dafi entweder die ein- 
zelnen Proteinlosungen bzw. Suspensionen, d.h. die 
Fibrinogen-Faktor XIII-Losung bzw. Suspension und die 
Thrombin/CaCl 2 -L6sung bzw. Suspension separat getrok- 
knet und dann die getrockneten Granulate gemischt 
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werden, oder daS bei der Trocknung der Proteinlosung 
zuerst das Fibrinogen getrocknet und dann auf dieses 
so hergestellte Granulat das Thrombin aufgebracht 
wird. Auch ist ein Aufbau moglich, bei dem das 
Thrombin den Kern bildet. 



Bei der Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach der 
Erfindung ist weiterhin hervorzuheben, dafi diese je 
nach Anwendungsf all eingestellt werden kann. So kann 
10 in der Gewebekleber-Formulierung zum einen das Mi- 

schungsverhaltnis von Fibrinogen zu Thrombin gezielt 
je nach Anwendungsf all ausgewahlt werden, zum anderen 
ist auch eine Steuerung" der PartikelgroSe moglich. 

15 Bei der Fibrin-Gewebekleber-Formulierung bei der 

jeweils zuerst separate Granulate der jeweiligen 
Proteine hergestellt und diese dann vermischt werden, 
ist es auch moglich, daS das Granulat aus einem Kern, 
aus einem Tragermaterial und einer darauf aufgebrach- 

20 ten Proteinschicht besteht . Das Tragermaterial kann 

z.B. aus wasserloslichen Zuckern und/oder Zucker- 
austauschstoffen und/oder biologischen Transportsub- 
stanzen bestehen. Beispiele sind Mannitol oder Serum- 
Albumin . 

25 

Bevorzugterweise wird die Formulierung so herge- 
stellt, daS die PartikelgroSe des Granulates im Be- 
reich von 30 - 500 jjin, bevorzugt 40 - 2 00 j^m liegt. 

3 0 Fibrin-Gewebekleber-Formulierungen mit einem Kern, 

d.h, mit einem Tragermaterial sind auch bei den 
Mischgranulaten bevorzugt. In diesem Fall besteht 
dann das Granulat aus einem Kern, z.B. wieder aus 
Mannitol, ...auf dem dann eine Fibrinogens chicht aufge- 

35 bracht ist, uber der dann die Thrombinschicht ange- 
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ordnet ist. Diese Mischgranulate haben demnach einen 
dreischichtigen Aufbau. Selbstverstandlich ist es 
gemaS der vorliegenden Erfindung auch moglich, daS 
diese Mischgranulate ohne Kern hergestellt werden. 
5 Bei der Ausf uhrungsf orm mit den Mischgranulaten ist 

es weiterhin bevorzugt, wenn zwischen der Fibrinogen - 
schicht und der Thrombinschicht eine Sperrschicht 
angeordnet ist. Diese Sperrschicht muS zurn. einen die 
Pibrinogenschicht von der Thrombinschicht trennen und 

10 mufi zum anderen aber auch gut wasserloslich sein. 

Materialien fur diese Sperrschicht mussen deshalb die 
beiden vorstehend genannten Kriterien erfullen. Bei- 
spiele hierfiir sind niedermolekulare Polyvenylpyrro- 
lidone oder auch Cellulosederivate oder auch Koh- 

15 lehydrate, z.B. Dextrosederivate . 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur 
Herstellung der vorstehend beschriebenen Fibrin-Gewe- 
bekleber-Formulierung , 

20 

Erf indungsgemaS wird vorgeschlagen, die im Fibrin-Ge- 
webekleber typischerweise vorkommenden Proteine 
Fibrinogen, Thrombin, Faktor XIII sowie Calciumsalz 
in einer Wirbel schicht apparatur, schonend getrocknet 
25 werden, so daS dadurch ein rieself ahiger , granulat- 

formiger Feststoff entsteht. Eine geeignete Vorrich- 
tung hierfiir ist in der DE 44 41 167 beschrieben. Auf 
diesen Of f enbarungsgehalt wird deshalb Bezug genom- 
men . 

30 

Bevorzugt wird das Verfahren so ausgefuhrt, dafi das 
Fluidisationsgas durch die Wirbelschichtkammer von 

* 

unten nach oben gefuhrt wird und die zu trocknende 
Fliissigkeit (Losung oder Suspension) von oben (Top- 
35 Spray) , von unten (Bottom- Spray) oder auch seitlich 
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(Rotor-Wirbelschicht) uber ein Spruhsystem einge- 
spruht wird. Das Fluidisationsgas hat gleichzeitig 
die Aufgabe, in der Wirbelkammer vorliegendes Produkt 
zu verwirbeln, die zum Verdunsten der Spruhf lussig- 
keit (Wasser oder organisches Losungsmittel) benotig- 
te Warme dem Spriihstrahl oder dem feuchten Produkt 

gleich : " " 



keitsmenge aufzunehmen und abzutransportieren. Der 
Austrag des getrockneten Produktes wird einerseits 

10 durch die Wahl einer geeigneten Fluidisationsge- 

schwindigkeit (kleiner als die rechnerisch und expe- 
rimentell ermittelbare sog. Austragsgeschwindigkeit 
fur das Produkt) , andererseits auch durch einen im 
oberen Bereich der Wirbelkammer vorhandenen und 

15 regelmaSig abreinigbaren Produktriickhaltef ilter oder 

auch durch einen anderen, aus dem Stand der Technik 
bekannten Produktabscheider (wie z.B. ein Zyklonab- 
scheider) verhindert . 



Vorgegangen werden kann dabei z.B. derart, daS in der 
Wirbelkammer das Tragermaterial vorgelegt wird auf 
das dann z.B. aus wafiriger Protein-Losung bzw. 
Suspension die Losung/Suspension aufgespruht wird. 
Die im Spruhkegel fein zerstaubten Fliissigkeits- 
25 tropfchen treffen dabei auf das aufgewirbelte 

pulverige Tragermaterial und trocknen dort aufgrund 
der fur Wirbelschichtverf ahren idealen Warme- und 
Stof fubergangsverhaltnisse, die im wesentlich eine 
Folge der sehr grofien spezifischen Partikeloberf la- 
30 chen des verwirbelten Produktes sind. Auf dem Trager 
lagern sich dann die in der Spruhf lussigkeit vorhan- 
denen Proteine als Feststoff infolge adsorptiver 
Krafte an. Der Trager ist idealerweise so beschaffen, 
dafi er einerseits inert gegeniiber den Proteinen ist 
35 (d.h. es darf zu keiner Wechselwirkung mit dem Pro- 
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teinstrukturen kommen, was die funktionellen Eigen- 
schaften bleibend andern wurde) und dafi gleichzeitig 
die Loslichkeit der Proteine in Wasser, Wundfliissig- 
keit oder physiologischer Kochsalzlosung einge- 
5 schrankt oder verhindert wird. In Frage kommen des- 

halb z.B. gut wasserlosliche Zucker (z.B. Mannitol) 
oder auch andere, gemafi dem Stand der Technik als gut 
wasserlosliche Tragerstoffe bekannte Substanzen. Die- 
se miissen jedoch, aufgrund der sehr spezifischen Ei- 

10 genschaften der Proteine, auf deren Eignung einzeln 

bewertet werden. Als Trager auch geeignet sind Sub- 
stanzen, die bereits im biologischen System als 
Transportsysteme fungieren und die gleichzeitig des- 
halb eingesetzt werden konnen, da sie in den natiirli- 

15 chen, biologischen Systemen neben den gewiinschten 

Proteinen des Fibrin-Gewebeklebers vorliegen. Als 
Beispiel kann hierfur Serum-Albumin humanen Ursprungs 
oder in rekombinanter Form genannt werden. 

20 Wahrend des Spruhens kommt es aufgrund der im Parti - 

kel langsam zunehmenden Produktf euchte zur Ausbildung 
von Agglomeraten oder Granulaten und dadurch zu einer 
Zunahme der Partikelgrofie . Urn die gute Was- 
serloslichkeit zu erhalten, kann es vorteilhaft sein, 

25 amorphe Granulatstrukturen mit den daraus folgenden 

grofien spezifischen Oberflachen zu erzeugen. Geeigne- 
te Prozefibedingungen (Variation des Spriihdruckes, 
Spruhrate, Produkttemperatur und Zuluf ttemperatur, 
Feststof f -Konzentration der eingesetzten Spruhld- 

30 sung) , urn diese Strukturen definiert und reproduzier- 

bar zu erzeugen, sind gemafi dem Stand der Technik von 
Wirbelschichtverfahren bekannt. Durch Zugabe gemafi 
dem Stand der Technik bekannter wasserloslicher 
Bindemittel (z.B. Cellulose-Derivate) kann die 

35 Partikelgrofie in der GroSe und in der Korngrofien- 
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verteilung variiert werden (Schafer, T. : Worts, O. : 
Control of fluidized bed granulation. V. Factors 
affecting granule gowth. Arch. Pharm. Chemie . Sci. 
Ed. 6, 1978, 69-82) . 

5 

Mit der exakten Einstellung einer bestimmten Parti- 

— — — kelgrofie konnen die Forderungen "Ri e self ahigkeit » — — 

(und damit auch Dosierbarkeit? , "Loslichkeit", 
"Staubf reiheit " und "Mischbarkeit " gut eingestellt 

10 und auch bewuSt variiert werden. So ist es vorteil- 

haft, durch eine moglichst feine und.kleine Partikel- 
grofie eine groSf lachige, feindisperse Anwendung des 
Fibrin-Gewebeklebers zu ermoglichen. Gleichzeitig 
kann durch grofiere Partikel mit enger Partikel- 

15 grofienverteilung eine lokal stark begrenzte, gezielte 

Dosierung des Fibrin-Gewebeklebers raoglich werden. 
Ein weiterer Freiheitsgrad fur die Anwendung eines 
festen, rieself ahigen Fibrin-Gewebeklebers kann z.B. 
die Loslichkeit des Granulats darstellen. Damit kann 

2 0 z.B. eine maximal schnelle Loslichkeit oder eine 

verzogerte Loslichkeit und eine damit auch verzogert 
oder langsamer einsetzende Gerinnung eingestellt wer- 
den. Diese langsame oder verzogerte Gerinnung kann 
z.B. bei plastisch-asthetischen Gesichtsoperationen 

25 zusatzliche Moglichkeiten zur zusatzlichen Manipula- 

tion oder Anderung operativer Eingriffe schaffen. Die 
Loslichkeit laSt sich sowohl uber die PartikelgroSe, 
die Partikelstruktur und uber zusatzliche Substanzen, 
die die inneren Bindungskraf te erhohen oder erniedri- 

30 gen, beeinf lussen . 

Bei der Wahl der ProzeSbedingungen muS weiterhin 
primar darauf geachtet werden, date die relevant en 
Proteine nicht geschadigt werden (z.B. durch hohe 
35 Temperaturen) . Geeignete Zuluf ttemperaturen liegen 
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z.B. zwischen 15 und 100 °C; fur die Produkttempera- 

tur bevorzugt jedoch kleiner 50 oder 3 7 °C. Beruck- 
sichtigt werden mufi dabei, dafi eine mogliche Inakti- 
vierung immer ira Zusammenhang mit einer bestimmten 
Feuchte betrachtet werden mu£, d.h. die Temperatur- 
stabilitat nimmt mit abnehmender Produkt feuchte im 
Feststoff zu, so date gegen Ende der Trocknung auch 
hohere Temperaturen akzeptabel sein konnen. 

Die Trocknung muS bis zu einer Restfeuchte erfolgen, 
die so klein ist, daS je nach den gewahlten Lager- 
bedingungen keine Aktivitatsverluste beobachtet wer- 
den oder daS es bereits zu einem selbsttatigen 
Ablaufen der Gerinnung kommt. Geeignete Lagerbedin- 

gungen sind: Kuhllagerung bei 4 bis 8 °C oder Raumbe- 

dingungen (20 °C) • Das Granulat kann zusatzlich in 
einer schutzenden Atmosphare (z.B. Stickstoff oder 
Kohlendioxid) und z.B. unter LichtausschluS ein- 
geschlossen sein. Mogliche Restfeuchten konnen dann 
z.B. zwischen 0,1 - 5 % Wassergehalt liegen. 

Die Erfindung wird nachfolgend durch Beispiele und 
die Figuren 1 und 2 naher erlautert . 

Fig. 1 zeigt schematisch das 2-Spritzenmodell , 

Fig. 2 zeigt eine Wirbelschichtanlage zur Durchfiih- 

rung des Verf ahrens . 

Allgemeine Vorschriften zur Herstellung des Granu- 
lats : 

(1) Auf vorgelegtes Mannitol (mit PartikelgroSe 50- 

100 pm) wird das Fibrinogen-Konzentrat (zusammen 
mit dem Faktor XIII) aus waSriger Losung aufge- 
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spriiht . Das Verhaltnis Tragermaterial zu Pro- 
teinmenge kann z.B. in einem Bereich von 1:1 bis 
100:1 variiert werden und liegt bevorzugt in 
einem Bereich von 1:1 bis 10:1. Getrocknet wird 
bis zur geeigneten Restfeuchte, die Produkttem- 
peratur uberschreitet wahrend des Spruhens und 
de s anschlieSenden Nachtrockn * 



von 35 °C nicht. 



10 (2) AnschlieSend wird auf gleiche Weise auf eben- . 

falls vorgelegtes Mannitol (mit Partikelgrofie 

50 - 100 jjin) das Thrombin- Konzent rat aus wa£ri- 
ger Losung mit einer definierten Menge Calcium- 
Chlorid auf gespruht . Da Thrombin im Fibrin- 

15 Gewebekleber mengenma&ig den deutlich kleineren 

Anteil hat, liegt das Verhaltnis Tragermaterial 
zu Proteinmenge fur Thrombin z.B. in einem 
Bereich von 50:1 bis 1000:1 und bevorzugt im 
Bereich 50:1 bis 2 00:1. Im AnschluS an das 

20 Spruhen wird ebenfalls bis zu einer geeigneten 

Restfeuchte unter Einhaltung einer maximalen 

Produkttemperatur von 35 °C getrocknet. Beide 
erhaltenen Granulate werden anschlieSend ver- 
mischt und konnen dann direkt als Mischung auf 

25 die Wunde aufgetragen werden. Das Mischungsver- 

haltnis orientiert sich an dem 7 gemafi dem Stand 
der Technik vorgegebenen, Verhaltnis von Fibri- 
nogen zu Thrombin, wie dieses auch bei den bis- 
her bekannten fliissigen Darreichungsf ormen ein- 

30 gestellt wird. Dariiber hinaus sind jedoch auch 

andere Mischungsverhaltnisse Fibrinogen- Granul at 
zu Thrombin-Granulat gut und leicht einstellbar 
(anders als bei Losungen, wo sich die Volumen- 
verhaltnisse an der Loslichkeit orientieren -mus- 
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sen) . Somit kann durch definierte, homogene 
Mischungen die Wirkung des Fibrin-Gewebeklebers 
hinsichtlich Einsetzen der Gerinnung, Beginn 
einer irreparablen Verfestigung oder auch 
5 Festigkeit des vollstandig geronnenen Klebers 

einfach und gezielt beeinfluSt werden. 

Alternativ da zu kann auch gemaS folgenderh ProzeSab- 
lauf ein Fibrin-Gewebekleber hergestellt werden: 

10 

(3) Durchfuhrung der Trocknung von Fibrinogen wie 
unter (1) beschrieben (auf Tragermaterial) . 

(4) Auf das getrocknete Granulat wird Thrombin aus 
15 einer organischen Suspension (geeignet ist z.B. 

Isopropanol) zusammen mit Calcium-Chlorid auf- 
gespruht. Thrombin (und auch Fibrinogen) ist in 
Isopropanol stabil, wird chemisch dadurch nicht 
verandert, lost sich jedoch nicht in Isopropa- 

20 nol . Thrombin lagert sich somit auf das mit Fi- 

brinogen beladene Granulat an. Durch die Abwe- 
senheit von Wasser kommt es nicht zu einer vor- 
zeitigen Gerinnung z.B. bereits auf dem Granulat 
wahrend der Spruhgranulation. Das Mischgranulat , 

2 5 bestehend aus Trager, Fibrinogen- Faktor XIII und 

Thrombin, kann direkt auf der Wunde angewandt 
werden. Anteile Fibrinogen zu Thrombin entspre- 
chen wieder dem aus dem Stand der Technik be- 
kannten Verhaltnis. Die Loslichkeit ; und damit 

30 verbunden auch die Gerinnung, wird bei diesem 

Mischgranulat , insbesondere auch durch die Ab- 
wesenheit einer erheblichen Tragermaterialmenge , 
die sich bei der Anwendung nicht erst losen mu&, 
erhoht . 
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(5) Um ein direktes Aufsprtihen von Thrombin-hal- 
tiger, waSriger Losung (+ CaCl 2 ) auf vorgelegtes 
Fibrinogen -Granul at (hergestellt gemaS (1)) zu 
ermoglichen, kann als innere Barriere auf das 

5 Fibrinogen-Granulat z.B. eine gut wasserlosliche. 

Sperrschicht als raumliche Trennung von Fibrino- 
— — — — — - — g e n und Thrombin aufg e bracht werd e n. Fur diese 

Sperrschicht gilt, dafi zum einen beide Wirketof- 
fe dadurch chemisch nicht verandert werden diir- 
10 fen, da£ die Sperrschicht gut wasserloslich ist 

und da!5 sie eine wirksame Trennung von Fibrino- 
gen und Thrombin wahrend des Spruhens und Granu- 
lierens und auch in der endgiiltigen, lagerstabi- 
len, festen, getrockneten Form darstellt. Dafiir 
15 geeignet sind z.B. niedermolekulare, Polyvinyl- 

pyrrolidon- oder auch Cellulose -Derivat-Losungen 
oder auch Kohlehydrate (z.B. Dextrose -Derivate) . 
Fur das so hergestellte Produkt ist die gleiche 
Charakteristik beziiglich Loslichkeit und 
20 Gerinnung zu erwarten wie fur das gemaS (4) 

produzierte Granulat . 

Daneben sind auch ProzeSvarianten ohne ein zusatzlich 
vorgelegtes Tragermaterial moglich: 

(6) Durch Einspriihen aus waSriger Fibrinogen-Losung 
oder aus isopropanolischer (bzw. organischer) 
Suspension in eine leere Anlage werden in-situ 
Granul atkeime bzw. fein verteilte Partikel er- 
zeugt, die als Star.terkerne fur eine weitere 
Granulation dienen konnen. Die dafiir zu verwen- 
dende Anlage kann z.B. ein Spruhturm oder auch 
eine Wirbelschichtanlage mit ausreichend freier 
Flugstrecke fur die verspriihten Flussigkeits- 
tropfchen sein. Bei Einhaltung geeignet er Pro- 



25 



30 
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zefebedingungen konnen die verspriihten Fliissig- 
keitstropf chen entsprechend den Verhaltnissen 
eines Spruhtrockners (jedoch mit reduzierten 
Trocknungstemperaturen) in einer Wirbelschicht- 
5 anlage getrocknet werden, bevor sie z.B. im noch . 

feuchten Zustand die Behalterwand beriihren und 
dort kleben bleiben. Diese so erzeugten feinen 
Partikel werden durch das Fluidisationsgas in 
Bewegung und in der Schwebe gehalten und kommen 

10 so mit dem Spriihnebel der weiterhin eingespruh- 

ten Flussigkeit in Kontakt und begirmen dann zu 
granulieren. Auf diese Weise kann, insbesondere 
durch sehr vorsichtige Fahrweise des Prozesses 
wahrend des Anfahrens des Prozesses, in der ur- 

15 sprunglich leeren Anlage ein definiertes Granu- 

latwachstum generiert werden. Dies kann z.B. 
durch Zugabe bekannter Bindemittel unterstutzt 
werden. Durch Kombination mit einem klassieren- 
den Granulataustrag (z.B. liber einen Zick-Zack- 

20 Sichter und klassierendem Luftstrom) besteht die 

Moglichkeit, Granulat mit einer definierten Par- 
tikelgroSe in der Anlage zu erzeugen und den 
Prozefi sogar in einer kontinuierlichen oder qua- 
si-kontinuierlichen Fahrweise zu betreiben. 

25 

(7) Auf das getnaS (6) erzeugte Fibrinogen-Konzen- 

trat-Granulat kann direkt wie unter (4) oder (5) 

beschrieben. Thrombin mit oder ohne eine zusatz- 

■t 

liche Sperr-(bzw. Coating- ) schicht aufgebracht 
3 0 werden . 

GemaS dem Stand der Technik konnen bzw. miissen die 
Herstellungsvarianten (l)-(7) fur den Fibrin -Gewebe- 
kleber mit geeigneten Verfahren zum Inaktivieren von 
35 Viren kombiniert werden. Dies kann entweder so erfol- 
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gen, dafi die Proteinkonzentrate vor der Trocknung rnit 
bekannten Inaktivierungs-Verf ahren (z.B. Pasteurisie- 
ren oder Solvent /Detergent -Verf ahren) behandelt wer- 
den, oder daS das getrocknete Granulat, wie aus 
5 DE 44 41 167 bekannt, direkt in der Wirbelschicht 

gegen Ende oder nach der eigentlichen Spruhgranula- 

— — — — tion oder Trocknung de r a r tig wa r mebehandelt wird, dafi 
die Viren entsprechend inaktiviert werden . Dieser r 
Behandlungsschritt muS jedoch so durchgefiihrt werden, 

10 dafi die funktionellen Eigenschaf ten der Proteine er- 

* 

halten bleiben. 

Fig. 1 zeigt die schematische Darstellung der erf or- 
der lichen Vorbereitung der verschiedenen Komponenten 
15 eines Fibrin-Gewebeklebers vor der Anwendung und 

Moglichkeiten zur Verabreichung nach dem Stand der 
Technik. 

1 Fibrinogen- Faktor XIII-Konzentrat 
20 2 Losung (z.B, physiologische Kochsalzlosung) 

3 Thr omb in- Kon z en t r a t 

4 Calcium-Chlorid-Losung 

Die Komponenten 1-4 sind sterilverpackt . In der Regel 
25 werden die Losungen aus den Komponenten 2 und 4 mit- 

tels Vakuum in die Flaschen 1 und 3 gebracht . Nachdem 
sich in den Behaltnissen 1 und 3 eine vollstandige 
Losung (ohne Trubung) gebildet hat, konnen die Losung 
in Sterilspritzen (5) und (6) aufgezogen werden und 
3 0 an bzw. in einer Wunde zur Verabreichung komrnen. Die 

eingesetzten Mengen liegen typischerweise im ml-Be- 
reich. 

Fig. 2 zeigt eine mogliche Aus fuhrungs form einer Wir- 
35 belschichtanlage zur Herstellung des Granulates. 



1 Wirbelschichtanlage 

2 Unterteil 

3 Anprefevorrichtung (z.B. Hydraulikzylinder) 

4 Zuluftkanal 

5 Materialbehalter 

6 Anstromboden (Gasverteiler) 

7 Fi 1 t ergehaus e ( Ent spannungs zone I 

8 Abluftkanal 

9 Spruhkanal mit Spruhdiise (Top- Spray und Bottom- 
Spray- Position) 

10 Produktriickhaltef ilter 

1 1 Spruhpumpe 

Mittels eines Fluidisationsgases wird Produkt, Pulver 
oder Granulat in einer Wirbelschichtanlage 1 verwir- 
belt. Das Fluidisationsgas wird dabei durch die Wir- 
belschichtanlage 1 von unten nach oben z.B. mittels 
eines nicht dargestellten Ventilators durchgef uhrt . 
Die Aufgabe des Fluidisationsgases ist somit die Ver- 
wirbelung des zu behandelnden Gutes, die konvektive 
Warmezufuhr an das Produkt bzw. an einen Spruhnebel 
und der Abtransport der verdunsteten Flussigkeitsmen- 
ge wahrend der Trocknung. Der Einlafi des Fluidi- 
sationsgases erfolgt uber den im Unterteil 2 ange- 
brachten Zuluftkanal 4. Die gleichmaJSige Gasvertei- 
lung uber dem Querschnitt des Reaktionsraumes erfolgt 
liber einen Anstromboden 6, der gleichzeitig den Mate- 
rialbehalter 5 vom Unterteil 2 trennt. Im Filterge- 
hause 7 sind im oberen Bereich technische Hilfsmittel 
(z.B. Produktriickhaltef ilter) zur Ruckhaltung von 
feinkornigem Produkt angebracht, die sicherstellen, 
daS kein Produktaustrag in den ebenfalls im oberen 
Bereich der Wirbelschichtanlage angebrachten Abluft- 

- - • * 

kanal 8 erfolgen kann. Fliissiges Produkt (Losung oder 
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Suspension) kann uber einen Spruhkanal mit Spruhdiise 
9 und mitt els einer Spruhpumpe 11 aus einer nicht 
dargestellten Vorlage in die Wirbelschichtanlage 1 
entweder von oben (Top-Spray-Position, mit durchgezo- 
5 gener Linie dargestellt) oder von unten (Bottom- 

Spray-Position, gestrichelt dargestellt) eingespruht 

— werden. Per dadurch entstehende Spruhkegel trifft 

entweder auf bereits im Materialbehalter 5 vorgelegr 
tes Produkt und trocknet dort auf der daraus resul- 

10 tierenden Partikeloberf lache oder wird analog zu 

Spruhtrocknungsbedingungen im Reaktionsraum direkt 
getrocknet und bildet so Pulver bzw. f einverteiltes 
Granulat . Durch eine Messung der Produkttemperatur 
wahrend des Wirbelschichtprozesses und einer darauf 

15 basierenden ProzeSsteuerung kann eine produkt schonen- 

de Trocknung eingehalten werden. Die Temperatur des 
Fluidisationsgases ist dabei selbstverstandlich nach 
dem zu behandelnden Gut ausgewahlt und kann z.B. in 

einem Bereich von 15 bis 100 °C liegen. Die resultie- 
20 rende Produkttemperatur ist niedriger und kann bevor- 

zugt kleiner 50 °C oder besser kleiner 3 7 °C wahrend 
der Trocknung bzw. Spruhgranulation gehalten werden. 



22 

Patentanspruche 

Fibrin- Gewebekl eber - Formul i erung ent hal t end 
Thrombin, Fibrinogen und Faktor XIII 

dadurch gekennzeichnet , 

daS das Thrombin und Fibrinogen mit Faktor XIII 
als Gemisch in rieself ahiger fester Granulatform 
vorliegt, wobei das Granulat eine Partikelgrofie 
von 2 0-1000 iim aufweist. 

Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, daS sie durch 
Trocknung der Proteinlosungen oder Suspensionen 
in einer Wirbelschichtapparatur erhalten worden 
ist . 

Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach Anspruch 1 
oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS das Gemisch 
aus separat getrockneten Thrombin- und Fibrino- 
gengranulaten besteht . 

Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach einem der 
Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Thrombin- und/oder Fibrinogengranulate einen 
Kern als Trager aufweisen. 

Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach Anspruch 
4, dadurch gekennzeichnet, da£ der Trager ausge- 
wahlt ist aus wasserloslichen Zuckern und/oder 
Zuckeraustauschstof f en und/oder biologischen 
Transport substanzen. 
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6. Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet , daS das Gemisch ein 
Mischgranulat ist, bei dem Thrombin die auiSere 
Schicht und das Fibrinogen den inneren Kern bil- 
5 det . 



— — — 7 . Fibrin-Gewebeklebe r -Formulierung nach Anspruch — 

6, dadurch gekennzeichnet , daS das Mischgranulat 
aus einem Kern als Trager einer darauf angeord- 

10 neten Fibrinogenschicht und einer auiSeren 

Schicht aus Thrombin besteht. 



8. Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach Anspruch 6 
oder 7, dadurch gekennzeichnet, dafi zwischen der 

15 Fibrinogen- und der auSeren Thrombinschicht eine 

Sperrschicht vorhanden ist. 

9. Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach mindestens 
einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekenn- 

20 zeichnet, daS die Sperrschicht aus niedermoleku- 

larem Polyvinylpyrrolidon oder Cellulosederivat- 
losungen oder Kohlehydratlosungen durch Trock- 
nung dieser Losungen hergestellt worden ist. 

25 10, Fibrin- Gewebekleber-Formulierung nach mindestens 

einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS das Verhaltnis von Thrombin zu 
Fibrinogen mit Faktor XIII im Bereich von 1:10 
bis 1:1000, bevorzugt von 1:50 bis 1:200 liegt. 



30 



11. Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach einem der 
Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet , dafi 
der Korndurchmesser des Granulats im Bereich von 

30-500 pm, bevorzugt 40-200 jxm liegt. 



35 
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12. Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach mindesten 
einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Thrombingranulate und/oder 
Fibrinogengranulate und/oder Mischgranulate mit 
5 einer auSeren Sperrschicht versehen sind. 



13. Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach mindestens 
einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekerm- 
zeichnet, dafi die Thrombin- und Fibrinogenpro- 
10 teine durch gentechnologische oder biotechnolo- 

gische Verfahren rekombinant hergestellt worden 
sind. 



14. Fibrin-Gewebekleber-Formulierung nach mindestens 
15 einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 

gekermzeichnet , dafi sie ein Calciumsalz enthalt. 

15. Verfahren zur Herstellung einer Fibrin-Gewebe- 
kleber-Formulierung nach mindestens einem der 

2 0 Anspruche 1 bis 14, dadurch gekermzeichnet , daS 

die Proteinlosungen oder Suspensionen von 
Fibrinogen mit Faktor XIII Thrombin in eine 
Wirbelschichtkammer eingespriiht und mitt els 
eines Fluidationsgases getrocknet werden, wobei 

25 die maximale Produkt tempera tur 50 <>C nicht 

uberschreitet . 



16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeich- 
net, daS in einem ersten Schritt ein Fibrinogen- 

3 0 konzentrat mit Faktor XIII aus waSriger Losung 

in die Wirbelschichtkammer eingespruht und 
getrocknet sowie isoliert wird und daS dann in 
einem zweiten Schritt das Thrombinkonzentrat aus 
waSriger Losung in die Wirbelschichtkammer ein- 

3 5 gespruht, getrocknet und isoliert wird und daS 



WO 00/24436 PCT/EP99/08128 

25 

dann anschlieSend beide erhaltenen Granulate 
vermischt werden. 

17. Verfahren zur Herstellung einer Fibrin-Gewebe- 
5 kleber-Formulierung nach Patentanspruch 15 , da- 

durch gekennzeichnet, daS in einem ersten 

— — — — — — Schritt ein Fibrinog e nkonzentrat aus wafirig e r — 

Losung in die Wirbeischichtkammer eingespruht 
und getrocknet wird und daE dann auf dieses ge- 
10 trocknete Granulat Thrombin aus einer organi- 

schen Suspension aufgespriiht wird. 

18. Verfahren zur Herstellung einer Fibrin-Gewebe- 
kleber-Formulierung nach mindestens einem der 

15 Anspriiche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daS 

die Proteinlosungen auf ein vorgelegtes Trager- 
raaterial aufgespriiht werden. 
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It, therefore, is a purpose of the present Invention to indicate a fibrin tissue 
adhesive formulation which, as to its handling, dosing, and application, is 
simple and which can readily be stored over quite some time so that the 
possibilities of use of such a fibrin tissue adhesive formulation, in comparison 
with the State-Of-The-Art, will be considerably broadened. 

It is another purpose of the Invention to indicate a corresponding process for pre- 
paring such a fibrin tissue adhesive formulation. 

These purposes are, as far as the Formulation is concerned, attained by the 
characterising Features of Claim 1 and, as far as the Process is concerned, 
by the characterising Features of Patent Claim 15. 

The Subclaims illustrate advantageous further developments. 

According to the Invention, it, thus, is suggested that the fibrin tissue adhesive 
formulation be present, in solid, flowable form, as a mixture of the various protein 
concentrates, the size of the granules being within the range of 20 and 1 ,000 urn 
and, hence, enabling easy handling and application. In this connexion, it is essen- 
tial to the Invention that the granular material obtained in the Formulation be pre- 
pared by drying the protein solution in a fluid bed since it was surprisingly found 
out that, by means of those processes, drying of the protein solutions resp sus- 
pensions is possible in so gentle a manner that their functional qualities will not 
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change. Another advantage resides in that the granular material is present i 
flowable form so that exact dosing will be possible. 



Preferably and add i tionally, the fibrin tissue adhesive formulation according to the 

Invention contains a calcium salt, e. g. CaCI 2l and may, therewith, be structured 
such that either the individual protein solutions resp suspensions, i. e. the Fibrino- 
gen-Factor-XIII Solution resp Suspension and the Thrombin/CaCI 2 Solution resp 
Suspension, will be separately dried and, then, the dried granular materials will 
be mixed or, during drying of the protein solution, the fibrinogen will first be dried 
and, then, the thrombin will be applied to the granular material thus prepared. It is 
even possible to realise a structure with which the thrombin constitutes the core. 

When dealing with the fibrin tissue adhesive formulation according to the Invention, 
it, furthermore, has to be emphasised that that formulation may be set in accord- 
ance with the respective application case. In that tissue adhesive formulation, the 
mixing ratio of fibrinogen to thrombin may, on the one hand, e. g. be selected in 
pinpointed manner as well as in accordance with the respective application case 
and, on the other hand, even particle size control is possible. 

In case of the fibrin tissue adhesive formulation, with which, in each individual 
case, separate granular materials of the respective proteins are, at first, prepared 
and, then, intermixed, it is also possible that the granular material is made up of a 
core, a carrier material, and a protein layer applied thereto. The carrier material may 
be made e. g. from water-soluble sugars and/or sugar substitutes and/or biolo- 
gical transport substances. As examples thereof, mannitol or serum albumin are 
cited in this place. 

The Formulation is, preferably, prepared such that the particle size of the granular 
material will be within a range of from 30 to 500 urn, preferably from 40 to 200 urn. 
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Fibrin tissue adhesive formulations with a core, i. e. with a carrier material, are also 
preferred with mixed granular material. In this case, the granular material, then, 
comprises a core, e. g. again of mannitol, to which a fibrinogen layer will then be 
applied, over which layer the thrombin layer will subsequently be placed. Accordingly, 
these mixed granular materials are of a three-layered structure. It goes without 
saying that, in accordance with the present Invention, it is also possible that these 
mixed granular materials are prepared without a core. In case of the Embodiment 
with said mixed granular materials, preference, furthermore, is given to a location of a 
barrier layer between the fibrinogen layer and the thrombin layer. This barrier layer 
must, on the one hand, separate the fibrinogen layer from the thrombin layer and 
must, on the other hand, also be well water-soluble. Materials for such a barrier layer, 
therefore, must meet the two criteria mentioned above. As examples thereof, low- 
-molecular polyvinylpyrrolidones or also cellulose derivatives or also carbohydrates, 
e. g. dextrose derivatives, are cited in this place. 

The Invention, moreover, relates to a process for preparing the fibrin tissue adhesive 
formulation described above. 

According to the Invention, it is suggested to gently dry the proteins typically present 
in the fibrin tissue adhesive and being fibrinogen, thrombin, Factor XIII, as well as 
calcium salt in a fluid-bed apparatus so that flowable, granular, solid matter will result 
thereby. A contrivance suitable for this purpose is described in German Printed 
Publication 44 41 167. That is why reference is made to the disclosure content 
thereof. 

The Process is, preferably, carried out such that the fluidisation gas will be conducted 
through the fluid-bed chamber from the bottom to the top and the liquid (solution or 
suspension) to be dried will be sprayed in from the top (top spray), from the bottom 
(bottom spray) or even laterally (rotary fluid bed) via a spraying system. At the same 
time, it is the purpose of the fluidisation gas to swirl a product present in the swirl 
chamber, to supply the heat required for evaporation of the spray liquid (water or 
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organic solvent) to the spray jet or to the wet product and to simultaneously absorb 
the evaporated amount of liquid and remove it. Discharging of the dried product is, on 
the one hand, prevented by choosing an appropriate fluidisation speed (lower than 
the arithmetically and experimentally detectable, so-called discharge speed for the 
product) and, on the other hand, also by a product retaining filter present in the upper 
region of the swirl chamber and regularly dedustable or also by another product 
separator known from the State-Of-The-Art (such as e. g. a cyclone separator). 

It may, therewith, be proceeded e. g. in such a way that the carrier material is 
presented in the swirl chamber, onto which carrier material the solution/suspension 
e. g. of aqueous protein solution resp suspension will then be sprayed. The liquid 
droplets finely atomised in the atomising cone will, therewith, encounter the whirled 
up, pulverised carrier material and dry there due to the thermal and mass-transfer 
ratios ideal to fluid-bed processes, which ratios, in essence, are a consequence of 
the quite large specific particle surfaces of the swirled product. The proteins present 
in the spray liquid will then settle down on the carrier as solid matter owing to 
adsorptive forces. The carrier is, ideally, of such nature that, on the one hand, it will 
be inert to the proteins (i. e. no interaction may occur with the protein structures; 
a thing which would permanently change the functional qualities) and that, at the 
same time, solubility of the proteins in water, wound liquor or physiological common 
salt solution will be restricted or impeded. That is why e. g. well water-soluble sugars 
(e. g. mannitol) or also other substances known, according to the State-Of-The-Art, 
as being well water-soluble carrier materials come into question. Due to the very 
specific qualities of the proteins, such substances must, however, be individually 
rated regarding their suitability. Also suited as carriers are substances which already 
act as transport systems in the biological system and which, at the same time, can be 
made use of since they, apart from the desired proteins of the fibrin tissue ad- 
hesive, are present in the natural biological systems. As an example thereof, serum 
albumin of human origin or in recombinant form can be cited in this place. 
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General prescriptions for preparing the granular material: 

(1) The fibrinogen concentrate (together with Factor XIII) of an aqueous solution is 
sprayed onto presented mannitol (of a particle size of from 50 to 100 pm). The 
ratio of carrier material to protein amount may be varied e. g. within a range of 
from 1 : 1 to 100 : 1 and, preferably, is within a range of from 1 : 1 to 10 : 1 . 
Drying is effected up to a suitable residual wetness; during spraying and sub- 
sequent after-drying, the product temperature will not exceed a temperature of 
35°C. 

(2) In the same way, the thrombin concentrate of an aqueous solution will then be 
sprayed onto likewise presented mannitol (of a particle size of from 50 to 100 pm) 
with a defined amount of calcium chloride. Since the amount of thrombin in the 
fibrin tissue adhesive is considerably smaller, the ratio of carrier material to 
protein amount for thrombin is e. g. within a range of from 50 : 1 to 1,000 : 1 and, 
preferably, within a range of from 50 : 1 to 200 : 1. Further to spraying, drying will 
be effected, and that likewise up to a suitable residual wetness while observing 

a maximal product temperature of 35°C. Thereafter, both obtained granular 
materials will be intermixed and, then, may be directly applied to the wound as 
a mixture. The mixing ratio follows the ratio of fibrinogen to thrombin, such as 
given by the State-Of-The-Art and set also in case of the hitherto known liquid 
forms of administration. In addition to all that, other mixing ratios of granular 
fibrinogen material to granular thrombin material can, however, be well and 
easily set (unlike with solutions where the volume ratios must follow solubility). 
Thus, the effect of a fibrin tissue adhesive can, with regard to making use of 
coagulation, beginning of an irreparable hardening or even strength of the fully 
coagulated adhesive, be effected in simple and pinpointed manner. 

As an alternative thereto, a fibrin tissue adhesive may also be prepared in 
accordance with the following process course: 
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(3) Performing drying of fibrinogen (on carrier material), as described under (1) 

(4) Thrombin of an organic suspension (e. g. isopropanol is a suitable one) is, 
together with calcium chloride, sprayed onto the dried granular material. 
Thrombin (and also fibrinogen) is stable in isopropanol, is not chemically 
altered thereby but does not dissolve in isopropanol. Thrombin, hence, 
will settle down on the granular material loaded with fibrinogen. Due to the 
absence of water, no premature coagulation will occur, e. g. already on 
the granular material during spray granulation. The mixed granular material 
comprising carrier, fibrinogen Factor XIII, and thrombin may be applied directly 
on the wound. The proportional ratio of fibrinogen to thrombin again corres- 
ponds to the ratio that has become known from the State-Of-The-Art. Solubility 
and, in connexion therewith, also coagulation will be enhanced with said mixed 
granular material, and that in particular also due to the absence of a considerable 
carrier material amount that, upon application, won't have to dissolve first. 

(5) In order to enable a direct spraying of a thrombin-containing, aqueous solution 
(+ CaCI 2 ) onto presented granular fibrinogen material (prepared as per (1)), e. g. 
a well water-soluble barrier layer may, as an inner barrier and as a spatial sepa- 
rator of fibrinogen and thrombin, be applied to the granular fibrinogen material. For 
this barrier layer, the rule holds good that, on the one hand, both active materials 
may not be chemically altered thereby, that the barrier layer is well water-soluble, 
and that it will bring about an effective separation of fibrinogen and thrombin 
during spraying and granulating and also in its ultimate, stable-in-storage, solid, 
dried form. Suited for such a purpose are e. g. low-molecular polyvinylpyrro- 
lidone or also cellulose derivative solutions or also carbohydrates (e. g. dex- 
trose derivatives). Of the product thus prepared, the same characteristic with 
regard to solubility and coagulation can be expected as of the granular material 
produced according to (4). 

Apart from that, also process variants are feasible, not making use of an additionally 
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presented carrier material. 

(6) Due to a spraying of an aqueous fibrinogen solution or an isopropanol (resp 
organic) suspension into an empty installation, germs of a granular material 
resp finely distributed particles are generated in situ, which germs resp par- 
tides may serve as initiating cores for further granulation. I he installation 
to be employed for such a purpose may be e. g. a spraying tower or also a 
fluid-bed installation including a sufficiently dimensioned stretch along which 
the sprayed liquid droplets can fly in unobstructed manner. When appro- 
priate process conditions are adhered to, the sprayed liquid droplets can, in 
correspondence to the ratios of a spray drier (but with reduced drying tempe- 
ratures), be dried in a fluid-bed installation prior to them, their state being e. g. 
still wet, contacting the container wall and remaining stuck thereto. These fine 
particles thus generated are kept moving and floating by the fluidisation gas 
and, thus, will come into contact with the spray mist of the liquid sprayed in 
continuously and, then, begin to granulate. In this way, a defined accretion of the 
granular material can be brought about in the originally empty installation, and that 
especially by a very careful operation of the process during start-up of the latter. 
All this may be assisted in e. g. by an addition of known binding agents. By way 
of a combination with a classifying discharge of granular material (e. g. via a 
pneumatic zigzag classifier and a classifying air stream), the possibility arises 
to generate granular material of a defined particle size in the installation and to 
run the process even in a continuous or quasi-continuous operation. 

(7) As described under (4) or (5), thrombin with or without an additional barrier layer 
(resp coating) can be directly applied to the granular fibrinogen concentrate mate- 
rial generated according to (6). 



Patent Claims 

1. Fibrin tissue adhesive formulation containing thrombin, fibrinogen, and Factor XIII, 
characterised in that 

the thrombin and the fibrinogen with Factor XIII are present as a mixture in form of 
a flowable, solid, granular material, such granular material showing a particle size 
of from 20 to 1 ,000 urn. 

2. Fibrin tissue adhesive formulation according to Claim 1 , characterised in that it 
has been obtained by drying the protein solutions or suspensions in a fluid-bed 
apparatus. 

3. Fibrin tissue adhesive formulation according to Claim 1 or 2, characterised in that 
the mixture consists of separately dried, granular thrombin and fibrinogen mate- 
rials. 

4. Fibrin tissue adhesive formulation according to one of Claims 1 to 3, characterised 
in that the granular thrombin and/or fibrinogen materials have a core serving as a 
carrier. 

5. Fibrin tissue adhesive formulation according to Claim 4, characterised in that 
the carrier is selected from water-soluble sugars and/or sugar substitutes and/or 
biological transport substances. 

6. Fibrin tissue adhesive formulation according to Claim 1 , characterised in that 
the mixture is a mixed, granular material with which the thrombin constitutes 
the outer layer and the fibrinogen the inner core. 



7. Fibrin tissue adhesive formulation according to Claim 6, characterised in that the 
mixed, granular material consists of a core serving as a carrier of a fibrinogen 
layer placed thereon and an outer layer of thrombin. 

8. Fibrin tissue adhesive formulation according to Claim 6 or 7, characterised in that 
a barrier layer is provided between the fibrinogen layer and the outer thrombin 
layer. 

9. Fibrin tissue adhesive formulation according to at least one of Claims 6 to 8, 
characterised in that the barrier layer has been prepared from low-molecular 
polyvinylpyrrolidone or cellulose derivative solutions or carbohydrate solutions 
by drying these solutions. 

10. Fibrin tissue adhesive formulation according to at least one of Claims 1 to 8, 
characterised in that the ratio of thrombin to fibrinogen with Factor XIII is within 
a range of from 1 : 10 to 1 : 1,000, preferably from 1 : 50 to 1 : 200. 

11. Fibrin tissue adhesive formulation according to one of Claims 1 to 10, 
characterised in that the grain diameter of the granular material is within a 
range of from 30 to 500 [jm, preferably from 40 to 200 |jm. 

12. Fibrin tissue adhesive formulation according to at least one of Claims 1 to 1 1 , 
characterised in that the granular thrombin materials and/or the granular fibrino- 
gen materials and/or the mixed, granular materials are provided with an 

outer barrier layer. 

13. Fibrin tissue adhesive formulation according to at least one of Claims 1 to 12, 
characterised in that the thrombin and fibrinogen proteins have been prepared 
by genetechnological or biotechnological processes in recombinant fashion. 
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14. Fibrin tissue adhesive formulation according to at least one of Claims 1 to 13, 
characterised in that it contains a calcium salt. 

15. Process for preparing a fibrin tissue adhesive formulation according to at least 
one of Claims 1 to 14, characterised in that the protein solutions or suspensions 
from fibrinogen with Factor XIII thrombin are sprayed into a tluid-bed chamber 
and dried by means of a fluidisation gas, the maximal product temperature not 
exceeding 50°C. 

16. Process according to Claim 15, characterised in that, in a first step, a fibrinogen 
concentrate with Factor XIII from an aqueous solution is sprayed into the fluid- 
-bed chamber and dried as well as isolated and that then, in a second step, the 
thrombin concentrate from an aqueous solution will be sprayed into the fluid-bed 
chamber, dried, and isolated and that, .thereafter, the two obtained granular mate- 
rials will then be intermixed. 

17. Process for preparing a fibrin tissue adhesive formulation according to Patent 
Claim 15, characterised in that, in a first step, a fibrinogen concentrate from an 
aqueous solution is sprayed into the fluid-bed chamber and dried and that, then, 
thrombin from an organic suspension will be sprayed onto said dried, granular 
material. 

18. Process for preparing a fibrin tissue adhesive formulation according to at least 
one of Claims 15 to 17, characterised in that the protein solutions are sprayed 
onto a presented carrier material. 



